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Dfe f olgenden Angoben sind dan vom Anmelder eingerelchten Unterlagen 

Prufungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 

(g) Kopplung von Proteinen an ein modifizlertes Polysaccharid 

@ Die vorliegende Erfindung betrifft die Kopplung von 
Proteinen an ein von Starke abgeleitetes modifizlertes Po- 
lysaccharid, wobei die bindende Wechsehwirkung zwi- 
schen dem modifizierten Poiysaccharid und dem Protein 
euf einer kovalenten Bindung beruht, welche das Ergeb- 
nis efner Kopplungsreaktion zwischen der endstandigen 
Aldehydgruppe oder einer aus dieser Aldehydgmppa 
durch chemische Umsetzung hervorgegangenen funktio- 
nelten Gruppe des modifizierten PolysaccharidnnotekQIs 
und einer mit dieear Aldehydgruppe oder daraue hervor- 
gegangenan funktionallen Gruppe des Polyseocharfdmo- 
lekOls reaktfonsfShigen funktlonellen Gmppe des Pro- 
teins fstr wobei die bef der Kopplungsreaktion unmlttelbar 
resuhiererKie Bindung gegabenenfalls durch eina waiters 
Realctfon zur obangenannten kovalenten Bindung modffi- 
■ ziert sefn kann. Die Erfindung betrrfft femer pharmazeuti- 
a sche Zusammensetzungen, welche die bei der Kopplung 
L geblldeten Konjugate umfassen, und die Venvendung 
dieser Konjugate und Zusammensetzungen zur prophy- 
taktischen oder therapeutfschen Behandlung des 
menschHchen oder tierischen Korpere. 
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^***"**""g *Bser Dextran-Kopplungsprcxlukte fUr die Uierapeutische 

fMMMi T^• u „ „ . „ Anwendung an Maisch Oder Tier zugelassenwurde. 

DwschnelleBntwicldnngderGentechnikindai [0009] Dcrivadsierungen niit PEG wuidcn wesentlich 

tettten ^m^ton hat dazu gefilhrt. dass eine VJelzahl von Inufiger duichgefBhrt, so dass dicse Methode heute als Stan- 
Oenen IHr ftotane mt potentiellem therapeudscbem Nut- S dard fBr die Molekulaigewichtsverenieening von Preteinen 

aM identiflaHt wuiden und.die eotsprechendBn Genpro- angeseheo wBrdeo kann. Kiiige dieser Derivale befinden 

duKemit Hilfehiologischar Expiessicsisqrstimie unschwer sich in veischiedcnen Phasen der klinischen Vfereuche brw 

ranod^ annabemd mn in gieSeren Mengen bngesidlt sind bereits in den USA zugelassen. In Phase m befindet 

SSSf^^i. -u-j ..u . . rich PEG-Hamoglobin sowie ein PBG-Addukt der Super- 
(OWBJ Es steUte nch jedoch heraus. dass der praktische 10 oxiddismutase (SOD), das hinsichtlich PolyniErkoppluiien 

Emsatt s^cto Ptotane. z. B. in da: Diagnostik, der Tliera- als das am besten untcrsuchte Piotein gilu PEG-gckowjdie 

f * ^iLrt ^>o'™f3™?non«n. haufig auf Schwierigkd- Asparaginase wird betcits in der ITierapic der akuten lym- 

ten stfiBMa deien Stabilitats- und Lfislichkeitseigenschaf- pho^tischen Leukamie eingesetzt In 2001 wurde PEG-In- 

ten, uisbesondBiB bei jAysiologischen pH-Werten. oft unbe- terferoo-a zur Behandlung von Hepatitis-C-PitientBn aiE©- 

medigendsuxLZweiBeispielefllrsolcheProteine sind der is lasscn. 

'I^^^!'^^^°^T^^°^^A^^2. [0010] BcimHnsatzdieserPEG-Konjugate wurde jedoch 

LOshchkeilspiobleme treten zudem sehr hSufig bei auch Ober unangenehme bis grfShrliche NebenwiriamEen 

der Expraision von Glycoproteinen in prokaiyotischeD Sy- wie Juckreiz, Obeiempfindlichkeilsieaktiouen undPank^ 

stemcn wie E. coli auf, da diese dann ohne die natudicbe litis berichtet Femer ist die biologische Akiivitat der Pro- 

OlycoQrherung exprmiiert weiden, was zum Teil eine er- » teinenach der PEG-Kopplung oft sehr gering und der Meta- 

heblich vennmderte LSshchkdt zur Paige hat Dies kann bolismus der Abbaupiodukte von PEG-Konjugaten ist noch 

den Einsate von wesentiicb teuieren eukaryotischen Bcpres- weitgebend unbekannt und stellt mSglichnWeise bid Ge- 

sionsystemen erforderiich macben. sundheitsiisiko dar. 

[OftlVq Beim therapeutischen Einsatz im Karper werden [OOU] WO^QSQ? beschreibt Konjugate von HSmo- 

wle PlDteine sehr schneU aus dem Blutkreislauf entfemt 25 globin, welche diirch Umsetzung der Aldehydgiuppen von 

Oder abgebaut. Systemisch applizierte Proteine mit dnem oxidalivringgefiffeetwPtalysaccharidenwieHydraxyethyl- 

Molekulargewicht von mchr als etwa 70 kD konnen durch stiirke oderDextran mitpiimiiiea Amingnippeo det Ptoteku 

das renculoeodothcUale System oder speziiische Wechsel- gebQdet werden. Dabei wiifcen die cingeseStoi Pblysaccha- 

wutaB^en nut zdluiarMiRezq?toren dem Kreislauf entzo- ridejedoch als pdyfiinktionelleReagenzleo. die «n sehr h^ 

gen werden. Ktemae Proteine mit einemMolekula^icht 30 terogeiies PtodnktgMmsdi niit scbwer wnsteiUbaiwi Eieai- 

von weniger als etwa 70 kD kOnnen Oberdies in groBem nhaften eigeben 

UnrfMg durch de^n«mlarc filtration in d^ 10012] US-PJU^t 6^909 beschreibt dn \ferfahren zur 

s^uBgi^ etwa 70 kD) entfemt werden Kopphing voo »^kliv oxidierter HydroxyethylstSrke an 

(08»q Em in jdngererZeit verfolgter Ansats zur Behe- HSmogloWn in DMSO. Unsere Unteriuchungen zeigten 

bung der g^hildertcn Ptobleme besteht in der Kopplung as doch. daB das gewOnscble Plodukl unier den angeKbenai 

solcher problemauschen Proteine mit gut wasseriOsUcben Bedingungen nicht erhalten wild, da HSmoglobin in DMSO 

biokompaUblen Poljmiei™, wie 2 B. PdyetbylenglycQl denaturiert und danit sdne biologische AkUvitat veriieit. 

und Dextraa Durch Ae^K^^^^ lOoa] Es besteht somit each wie vorBedarf an physiok^ 

Molekulaigcwicht Ob«t d«i Schwellenwert von 70ltD hin- gisch gut vemagHchen Altemativen zuDextran- oder PEG- 

aus eihShen, so dass die Plasina-Veiweilzeit kleineter PJo- « gek«)ppelten Proteincn, mit denen die LosUchkeit von Pivv 

teinedrastischgegtagert werden kann, andeiaseats kam tonen veibesseit oder die Verweildauer der Piottane im 

durch den hydrophileD PolymeraDteil die LBsUcbteit im Phsmaediiait werden kann 

[0014] AufgabederErfindmigistesdaher,solcheAltema- 
[OWfJQ Weitere^ieirt gOnsttge Wirtaingen. die nU der tiven bercitzustelten und einfache und effiiente Yeifahren 
Koivtangvonl^DtoinenMtsolchm 4S zur HerstcUung solcher alteniativer Ptoteinderivale za ent- 

sem Konnen, benihen auf der MaskwiuQg von Rnleaseer- wickehi. 

S^SS3SSf!l.!lS^ ""^"^ ^^^'°>^'^?^^^ 10015] ■ ErfindungsgemaB wird diese Aufgabe durch Hy- 
temmolekmamAdas^bundeoePolymecDad^ droxyalkylstatke-Proiein-Konjugate gelSst, welche dadurch 

*e the^ieutuchen Roteme zum einen wdtgehend dem gekemizeichnet sind, dass die bindende Wechselwiifcung 
poteolytuchem AJibau entzogen werden, zum andeien ist 50 zwischen dem HydiDxyalkylstaikemolekifl und dem Proton 
«"«8Mer Reaktioneo durch das korper- auf einer kovalenten Bindung bcniht. welche das Eigebnis 
fiemde bo^uhsche Ptotan weitgehend unterdrOckt. einer KopplungsrcakUon zwischcn der endstSndigen Alde- 
Uber die MdrioilagewichtseihShung hinaus werden Pro- hydgnippe oder einer aus dieser Aldehydgruppe durch cbe- 
teine so durdi die i^wKieoheit eines Polymers vor en2^. mische Umsetzung hwoigegangenen funktionellen Gruppe 
bschem Abbau und zudem oft vor thermischer Denatuiie- ss des HydroxyalkylsarkemolekUIs und einer mit dieser Al^ 
iung g«chutzt. In^elcnFmen e^^^ hydgrupp^ ^ hervoigegangenen funktionellen 

tahat und m viv<vHaIbwerts2cit der Proteine deutUch bzw. Gruppe des HydroxyalkylstaikeLleWls rcaktionsHhigcn 
^^-Benitat. funktionellen Gruppe des Proteins ist, wobei die bei der 

[0007) Bisher wurden die meisteo Modiflzieiungen mit KoH>hingsreaktion unmittelbarresultieirade Bindung nse- 
Polyethytaiglyool oder Dcxtran durchgefiihrt, wobei PEG 60 benenfaUs durch eine wdteie Reaktion zur obengenan^en 
f-S5S;!"5f^°^«*^*^«*"^"''"*P«^"'^ kovalenten Bindung modifiziert son kann 

[OOO^ Dextan-Koiyhmgen wurdennurfBreinigewB- [0016] Die Erfindung umfesst femer phannazeulischeZu- 
mge PiDteme beschntiep. wie z. B. Streptokinase, Plasmin, sammensetzmigen, welche diese KonWe enttialteD. sowie 
mmo^obin Oder Aprotmin. Dexiran-Konjugate zeigcn je- die Ysrwendung dieser Konjugate und Zusammensetzungen 
J' .^''""^'"'™""^*'''^""'^"'"^Ab- 65 zur prophylaktischen Oder therapeutischen Behandlung des 
r^r^^!^^lr^^."°«^8°"^'^'""^''^''*"- m«"«Mchen Oder tierischen K&peni sowie VeOak^ zur 
htat und in vielen Fallen gennge Ausbeuleo bei den Kopih Herslellung dieser Konjugate undSisaniniBnsetzungen 
lungsreatoionea Dies hat dazu gefUhrt, dass bisher kdnes [0017] Obeirascheod wuide gefiinden, dass sich «tie ciben 



DE 102 09 821 A 1 



beschriebenen Reaktiooen bd geeigneter Wahl der Bedin- 
gungeo in wassriger LSsung duichfOhren lassen, woduich 
die biologiscbe AktivitSt der Ptoteine Id viclen Hllen voU- 
st^dig Oder teilweise eifaalten weiden kanzt 
[0018] Das w^ssngB Reaktionsmedium filr die Xap^ 
luiigsreaktioD ist dabd vazzugsweise Wisser oder dne Mi- 
scbuDg aus Wasser und einem oiganischen Ldsungsmiceil, 
wobei der Wasserantell in der Mischung ttMndegtms ctm 
70Gew.-%, VGKzu^weise mindestens etwa 80Gew.-%, 
oocb bevoizugtBT nrindestBDa etwa 90 Gew.-% betiagt 
[C019] Das Moiverh^tnis von Hydroxyalkylstarke (HAS) 
zu l^Dtetn bei dor Xopplungsreakdon betrSgt gew^hnlicb 
etwa 20 : 1 bis 1 : 1, voizugsweise etwa 5 ; 1 bis 1 : 1 . 
[0020] Die biologische Restaktivitat d^ erfindungsgema- 
Ben Hydroxyalkylsiarke-Protein-Konjugatc, bezogen auf 
Ausgangsakdvitat des Proteins, betragt in der Kegel 
imndestDns 40%, voizugsweise mindestens 50%, bevorzug- 
ter mindestens 70%, noch bevorzugter tnindestens 90%, am 
meisten bevoizugt mindestens 95%. 
[0021] Die erfindungsgemafi eingeselzte Hydioxyalkyl- 
st^e (HAS) kann nacb dnem bekannt^ Aferfahren, z. B. 
Hydioxyalkyliening vcm SlSrke an der Q- und/oder C^-Po- 
sidon der Anhydroglucoseeinheiten mil Alkylraoxid oder 2- 
Chloralkanol, z.B. 2-Chlorethanol. (siehe z.B. 
US 5^18,108 fiir die Hydroxyethylieiung von StMrke), mil 
verschiedenen gewOnschten MolekQlargewichtsbereichen 
und Substimtionsgraden heigestellt weiden. Es kOnnen auch 
bdicbige der im Handel crhaltlichcn Praparationen eingc- 
setzt WBiden. Die Defimtion der Alkylgruppiening in "Hy- 
droxyalkylstarice", wie baa verwendet, schlieBt Methyl, 
Etiiyl, Isoprc^yl und n-Piopyl dn, wobd Ethyl bcsonders 
bevorzugt ist Ein wcscntlicher VoiteO der HES ist es, dass 
diese als biokompatiblerHasmaexpander beidts behoidlich 
zugelassen ist und in gioBem Stil kliniscb eingesetzt wild 
[0022] Das miltlcre Ntoldculargewicht der Hydioxyalkyl- 
staikc kann im Beiddi von etwa 3 kD bis mehreren Mllio- 
nen Dalton, voizugswdse etwa 4 kD bis etwa 1000 kD, be- 
vcxzugter im B^lch von etwa 4 kD bis etwa 50 kD oder im 
Bcrcich von etwa 70 kD bis etwa 1000 kD, bcsondcis be- 
VOTZugt bd etwa 130 kD, li^oi. Fur die Kopplung an kleine 
Proteine wird das nutdeie Molekulaigewicht der Hydio^^- 
alkylstadce voizugswdse so gewahlt, daB der oben geoannte 
Schwellenwert von 70 kD bd den Konjugaten jOberschritten 
wird, w^hrend fOr die Kopplupg an groBe Protdne das Mo- 
lekulaigewicht der Hydioxyalkylstaike voizugswdse im 
unteien Beiddi des genannlen Spektiunis liegoi wird. Da 
dne Kopplung an mehieien Stellen eines Ftotdns mdglich 
ist, kann es auch vorteilhaft sdn, mehiere kleine Pblymcr- 
keden, statt einer faochnaalekulaien zu kc^jpeln. Der Subsd- 
tutioDsgiad (^feIfaaltm5 der Anzahl mo(fifiziei1er Anhydro- 
ghicoseeinheiten zur Anzahl der gesamten Anhydrogluco- 
seeinbdtoi) kann eben&Us variieien und wild h^fig im Be- 
rdch von etwa 0,2 bis 0,8, vorzugsweise etwa 0,3 bis 0,7, 
noch bevixzugter etwa 0,5, liegen. (Anmerkung: Die Zahlen 
bedehoi sicb auf dsa "Degree of Substitution", der zwi- 
scben 0 und 1 liegt). Das Verhallnis von Cz- zu Ce-Subsdtu- 
tioo liegt gewdhnlich im Beidch von 4 bis 16, voizugswdse 
im Beidch von 8 bis IZ 

[0023] Diese Parameter lassen sich nach bekannten \fer- 
fahren cinstellen. Erfahrungen mit der Verwendung von Hy- 
droxycthylstSrkc (HES) als Blutersatzstoff haben gczeigt, 
dass die Verweilzeit von HES im Plasma vom Molekulaige- 
wicht und dem Substitutionsgrad und Substitutionstyp (Q- 
Substimtion oder Q-Substitution) abhangt, wobd ein h5h©- 
rcs Molekulaigewicht, ein hdhercr Substiuitic«isgrad und 
dn hoherer Anteil der Cj-Substitutira die Verwdlzdt er- 
h3ht 

[0024] Diese Bcziehungcn geltcn auch fllr die erfindungs- 



gemSfien Hydcoxyalkylstfiike-Plnotdn-Konjugate, so dass 
die Verwdlzdt eines bestimmten Konjugats im Plasma Qber 
den Polysaccbaridantea einstdlbar ist. 
[0025] Hydioxyethylstfirice^Ptaparate rait einem mitUercn 
5 Molekulaigewicht von 130 kD und einem SubstitutioDsgrad 
von 04 bzw. mit einem mitlleren Molekulaigewicht von 
200 kD und dnem Substitutionsgrad voo 0,25 fanden be- 
icits klinische Anwcndung als Blutersalzstoffe und sind 
auch fill den Einsatz in der vorliegeoden Erfindung geeig- 
10 i^ 

[0026] Als Protein ist in der vorliegcndcn Erfindung 
grundsatzlich jedes Protein gedgnet, das die erfordcrliche 
fimktioneUe Gruppe, z. B, eine frde Aminogiuppe, Thiol- 
gnippe oder Carboxylgiuppe, zur Reaktion mit der fiinktio- 
15 nellcn GniR)e des HAS-Molekuls besitzL 

[0027] Zur EinfiShning einer gewQnschten funktionellen 
Gruppe kann das Protdn auch mat dnem geeigneten, f^y- 
siologisch vertraglichen, bifunktioneUen Linkeimolekiil 
iimgesctzt werden. Die verbleibcndc rcaktionsfahige fiink- 
20 tionelle Gruppe des angekoppelien Linkermoldculs wM 
dann fiir die Zwecke der vorliegenden Erfindung ebenfalls 
als "reaktioosfShige funktionelle Gruppe des Proteins" be- 
tracht^. 

[0028] Geeignete Linkcrmolekule enthalten an einem 
25 Ende dne Gruppierung, die mit einer reaktionsfahigen funk- 
tionellen Gruppe des Protdns, z. B. dner Amino-, Hiiol- 
odcr Carboxylgruppe, dne kovalente Bindung eingehen 
kann, und am andercn Ende dne Giuppiening, die mit der 
endstandigen Aldehydgr\q)pe oder einer daraus duich die- 
30 mische Umsetzung bervoigegangenea funktionellen 
Gruppe, z. B. dner Carboxylgruppe, aktivierten Carboxyl- 
gruppe, Amino- oder Thiolgruppe, eine kovalente Bindung 
eingehen kann. Zwischen den beiden funktionellen Gruppen 
des Unkermolekfils befindet slch dn biologisch vertiagli- 
^ chesBiackemnoleklilgedgneterLange,z.B. eine Gruppie- 
rung, die sich yon dnem Alkan ableitet, eine {Oligo)alky- 
lengtycolgruppieiung oder eine andeie geeignete Oligamer- 
gnippiening. Bevoizugte Gnippierungen, die mil Amino- 
gruppen icagicren kitonen, sind z. B. N-Hydroxysuccinimi- 
40 dester, Sulfb-N-hydroxysuccinimidester, Jmidoesto* und an- 
dere aktivieite Carboxylgnippen; bevorzugte Gnippierun- 
gen, die mit Unolgruf^n reagieren k&mra, sind z. B. Ma- 
Idmid- und Carboxylgiuppen; bevorzugte Gnippierungen, 
die mit Aldehyd- oder Carboxylgnippen reagieren ktonen, 
45 sind z,B. Amino- oder Thiolgruppen. 

[0029] Beispielhafte Linkeimolekiile zur Verkriupfimg 
von SH- und NH-Eunktionen sind: 
AMAS (N-a(Maldmidoaceloxy)succiniraidester) 
BMPS (N-P(Maleimidopr[^yloxy)sucdnimidester) 
50 GMBS (N-')f(Maleimidobutyiyloxy)sucdnimidBster) 
EMCS (N-c^aleimidocaproyloxy)succinimidestcr) 
MBS (m-(Maleimidoben2oyl>N-hydioxysuccinimidestcr) 
SMCC (Succinimidyl-4-(N-maldmidomethyl)cydohexan- 
1-carboxylat) 

55 SMPB (Sucdnimidyl-4-(p-maleiniidc^henyl)butyiat) 
SPDP (Sucdmmidyl-3-(2-pyridyldithio)propriQnat) 
Sulfo<JMBS (N-Of(Maldmidobutyryloxy)sulfosuccinimi- 
desfcer) 

Sulfo-EMGS (N-e(MalBimidocaproyloxy)sulfosucdmmi- 
fio dester). 

[0030] BeispieUiafte linkermolckOle zur ^rimOpfung 
von SH- und SH-Funktionen sind: 
BMB (1,4-Bis-maldmidobutan) 
BMDB (14-Bis-maleimido-2.3-dihydroxybuian) 
65 BMH (Bis-maleimidohexan) 
BMOE (Bis-maleimidoethan) 
DTMB (Dithio-bis-maldmidoethan) 
HBVS (L6-Hexan-bis-vinylsulfon) 
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BM(PE0)3 (LS-Bis-maldmidotriBthylenglycol) munreaklion. 

BM(PE0)4 (Lll-Bis-maleimidotelraethylenglyool). [0041] Das Ptotein kaim bdspielswdse aus der Gruppe 
10031] Beispiclhaftc UnkcimolckUlc zu >ferknOpfijng von aus Enzymcn, Antik^pcm, Antigcnen, •ftansportproteincn. 

NH-undNH-Funktionensind: Bioadhasionsprotcinen, Honnoncn, Wachstumsfaktoren, 
BSOCOES (Bis-^succinunidyloxycaiboDy- 5 qytokinen, Rezeptoien. Suppressaen, Akiivatoren, Inlribi- 

loxy)ethyl)sulfoD toren oder einem funkticjoeUeD Derivat oder Fragment da- 

BS (Bis-(sulfosuccininudyl)suberal) von ausgcwahlt sein. "Funktiondles Derivat oder Fiag- 

DFDNB (L5-Difluor-2.4-dinitrobeozol) mcnf bedcutet in dicsem Zusammenhang tin Derivat oder 

DMACDimethyladipimidatHa)) Fragment, das eine gewOnschte biologische Eigenschaft 

DSG (Disuccuninidylglutarat) lo oder Aktivitkt des Stamxnolekuls ganz oder teilweise. z. B. 

2So £^S"<»">"^dylsubem) zu mindesicns 10-30%, bevoizugter zu mehr als 50%, noch 

EGS (Ethylct^ycol-biKsucdnmiidylsuccinat). bcvorzugter zu als 70%, am meistens bevorzugt zu 
[00321 Beispielhafle linfcennolekQle zur >ferknapfung niBbrals90%,behalten hatBesondersbevorzugteBeismele 

VIM SH- und CHO-Funklionen sind: eines solchen Fragments siod AntikoiperfiBgmente 

BMPH (N-0-MalMmidopropi<»isSure)hydrazidTFA) 13 [0042] SpezieUe Beispielc sind Or, p- oder r Interferon 

^CA (N-<e-MaIciniidocapraM5urc)hydrazid) Interleukinc, z. B. IL-1 bis 11^18, Wachsturasfaktorcn, z. b! 

KMUH (N-(K-MalBimidoundecansaiiie)hydrazid) epidermalo: Wachstumsfaktor (EGF), Tlirombozytenwachs- 
M2C2H (4-(N-Maleiinidomethyl)cyclcteMD-l-cari)oxylhy- tumsfaktor (PpCF), Fibroblastenwachstumsfaktor (FXjF), 

. ^ Ochim-abgeleitetcr WachsUimsfaktor (BDGF), Nervcn-' 

MPBH (4<4-N-Malciimdoi*enyI)bimeisaurehydr^ 20 wachstumsfaktor (NGF), B-ZeUen-Wachstumsfaktor 

SIStt - J » J. (B(X3F), Grfnm-abgeleiteter neurotropher Wachstumsfek- 

PDPH (3-(2-Pyndyldithio)pn^onylhydrazid), tor (BDNF), CiUSrer neurotropher Faktor (CNTF), transfor- 

[C033] EinbeispielhaficsLinkcimolekiilzur\ferknapiung mierende Wachstumsfaktorcn, z.B. TCF-a oder TGF-p. 

von SH- und OH-Funklionen ist FMW (N-{p-Maleimido- KoI<»iie-stimuliercnde Faktoren (CSF), z.B. GM-CSF G- 

fS^'^?^.^^: ^ T . , . . vv, 25 CSF, BMP CT>onB moiphogenic proteins"), Wadistumshor- 

[Wmj Beispielhafte Lmkermolekiile zur Uberfiihning ei- mone, z. B. Human-Wachstumshotmon, Tumomekrosesfak- 

na: SH-Fui±uon in eine COOH-Funklion sind: . toxen, z. B. TNF^ oder TNF-p, Somatostatin, Somatotro- 

BMPA (N-p-Maleimid<^opionsaure) pin, Somatomcdine, Scrumproteinc, z. B. die Gcrinnungs- 

HMCH O^-P-Maleimidocapronsaure) fektoren H-Xni, Albumin, ErythiopaiBtin, Myoglobin. Ha- 

KMUA (N-K-Maleumdoundecansaure). ^ 30 moglobin, Piasminogenaktivatoren, z. B. Gewebe-Plastni- 

[0035] Beispielhafte LinkennolekOle zur UberfUhrung d- nogenaktivator, Hormone oder Proh<xmonc, z. B. Insulin, 

nerNH-FunkdonincineCOOH-FunktionsindMSA (Me- Gonadotropin, Mclanocyten-slimulicrendes Hoimon (a- 

thyl-N-succinimidyladipat) oder l^ngrakettige Homologe MSH), IHptorelin, Hypothalamushormooe z. B. antidiureti- 

davon oder entsprechende Derivale von EthylenglycoL sche HormoDc (ADH) und Oxytocin sowie liberine und 

^®®^9v^^^P^^^^^ UnkermoleWUe zur UberfUhrung a- 3S Slatine, Patathonnon, SchilddrOscnhonnoDe, z. B. Thyro- 

ncr COOH-FunkUOT in eine NH-Funktion sind DAB (1.4- xin,aTiyiotit)pin,ThyioKberin,Ptolactin, Calcitonin. Gluca- 

Diaimnobutan) od^ langototige Homologe davon oder gon. GlucagcxtihnKche Pteptide (GLP-1 GlP-2 etc! 

entepiechende Derivate von EthylenglycoL Exendine, z. B. Bxendin-4, Lepdn, ^fesopre^n. Gastrin, s'e- 

[0037] Em baspiclhaftes LinkCTmolekUl, das mil ciner cretin, Integrinc, Glycoproteinhoraione {z.B LH FSH 

Aminognippe ernes MolckQls reagicrl und eine geschutzte 40 etc.), Pigmcnfeotmone, Lipoprotdnc und Apo-Iipopio^ 

Aminognippe m groBerem Abstand von diesemMoldriUzur tdne, z. B. Apo-B, Apo-E, Apo-L^, Xmmunglobuline z. B 

\Witog einer sterischeo Hinderung bereitstellt, ist IgG. IgB, IgM. IgA, IgD oder ein Ragroent davon, Hkudin! 

(N-e(Tnfluoracetylcaproyloxy)sucdnimidcsta^^^ "Tissue-Pathway"-Inhibitoi; Pflanzenpioteinc, z. B. Leklin 

[003?! WeiteregeeignetelinkeimolckfllcsindFacblcuten odcrKicin,Biencngift,Schlangengifte,Immunotoxine,An- 

b^nnt und im Handel eriiaitlich Oder kSnnenjenach Be. 45 tigen E, Butroxobina. Alpha-Ptoteinase-Inhibitor Rag- 

darf und m Abhangigkeit vcm den vdriiandenen und ge- weed-Allergen, Melanin, OHgolysin-ftoteine RGD-Pro- 

wflnsditen fiinklionellen Grqppcn dear HAS und des anzu- tdne oder gegebenenfalls entsprechende Rezeptoien fur ei- 

koppdndcnPix>temscntWQrfcnundnachbckannteo\ferftb- nes dieser Protdne; oder dn funktioocllcs Derivat oder 

rOThKgKtellt werden. Fragment eines dieser Protdne oder Rezeptoien. 
[0035] Der Begrifif "Protdn" im Sinne der varii^enden 50 [0043] Geeignete Enzyme kfinnen z. B, aus dra Gruppen 

Erfindung soU jede Aminosaiuesequenz einschlicBen, die der k<Alenhydratspezifischen Enzyme, proteolytischcn En- 

nuDdestens ^12 Aminostoen, voizugswdsc mindestens qrme, Oxidascn, Oxidoreduktasen, TVansferascn, Hydrola- 

15 AimnosHuren, bev<»zugter mindestens 25 Aminosauren, sen, Lyasen, Isomerasen, Kinasen und Ligasen ausgewMhlt 

besoDders bevoczugt mindestrais 50 Aminosauren, umfeBt, sein, SpezieUe, nicht beschrSnkende Bdspiele sind Aspara- 
imd auch natiiriiche Derivate. z.B. PttL- od«: Pro-Foim«i, 55 ginase. Arginase, Arginindeaminase, Adenosindeaminase, 

Glycoprotdne, Phospboprotemc, oder synlhctische modifi- Glutaminase, Glutaminase-Asparaginasc, Phenylalaninam- 

zieite Dcrivalc, z.B. Fusionspioteine. Neoglyooprotcine, moniumlyase, TVyptophanase, Tyrosinase, Supcroxiddismu- 

oder dmch gentedmologische Vbrfahien modifederte Pro- tase, dne Endotoxinase, dne Catalase, Peroxidase, Kalli- 

teme, z. B. Fusionsprotdne, Proteine mil Aminosaurcaus- krein, 'Hypsin, Chymotrypsin, Hastase, Thermolysin. dne 
tausdicnzurEinf^^ «> Lipase, eine Uncase, Adcnosindiphosi^atase, Purinnukleo- 

J^A?^^ ...... sidf*osi*orylase, Biliiubinoxidase. dne Glucoseoxidase, 

[0040] Zur prophylaktischen oder di^apeutiscben Be- Olucodase, Gluaxiatoxidase, Galaktosidase, Glucocerebio- 

handlung des menschlichen oder tierisdien Korpers wird sidase. Glucuronidase, Hyaluromdase, Gewebefaktoi; ein 

das betreffcndc Protein eine bcstunmtc gewflnsdiie Funk- Gewebeplasminogcnaktivaior, Streptokinase, Uroldnasc, 
Uon un KOrper ausilben. Vorzugsv^eise bcsitzt das Ptotdn 65 MAP-Kinasen, DNAsen, RNAsen, Lactofenin, und fimk- 

daher z. B. eine regulatorische oder katalytische Funktion, tiOTelle Derivate oder Fiagmente davon. 

dne Signalvernnttlungs- odra: Tianspoitfunktion oder dne [0044] We oben erwShnt, ist die an der Kopplungsroak- 

Funkuon bei der Immunreaktion oder Auslosung ciner Im- tion beteiHgte funkdoneUe Gruppe des HAS-MolckQls die 
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eodstandige Aldehydgnippe oder eine daiaus duich chend- [(>^enzotriazol-l-yl)-N^J^^ J4*-bis(tetrainethylen)urom- 
sche Umsetzung bervoigegangeDe Gruppe. uinhexailuQr(^os{^at, Carbonyldiimidazol (GDI), oder vor- 
[0045] Bin Bdspiel fUr eine solcbe chemiscbe XJmsetzuag zugswdse Carbodiimide, z. B. l-(3-DimethylanuDopropyI> 
ist die selekdve Oxidation dieserAldehydgiuppeniiteinem 3-ethylcaibodiiinid (EDO, Dicyclohexylcarbodiimid 
schcmenden Oxidationstnittel, wie z. B . lod, Brotn oder eini- 5 (DOC), Diisopiopylcaibodiiiiiid (DITC), besondeis bevor- 
geo MetallicxieD, oder auch mitliels elektiocheniischer Qxi- zugt EDC. Im Gegensatz zu gangigeii, in der literatur be^ 
dati<» zu eioer Carboxylgiuppe oder alcdviexten Carboxyl- schriebenen Veifahren fOr Shnliche Kopplungsreakdonen 
gruppe» z. B. dnem Estei; Lacton, Amid, wobd die Caib- wurde dabei Qberraschenderwetse festgestellt, dass bd \^r- 
oxylgnippe gegebenen&Us in dner zweiten Reaktion in das wendung does Carbodiimids in der Kegel der Binsatz an- 
akdvierte Denvat iibafiihit winL Diese Carboxylgruppe 10 sonstea obligatoiischer weiteier AktivatDren wie IHazole, 
Oder aktivierte Caiboxyigmppe kaim dann mit dner prim^- z. B. HOBt, mcht erfocdedicfa ist bzw. sogar die Ausbeuten 
ren Andno- oderThiolgnippe desPioteins unter Ausbildung verschlechtert. Bd der erfindungsgeoiaSeQ Kopplung von 
dner Amidbindung oder Thioestetbindung gdcoppelt wer* ox-HES an versduedene ModellveibiiiduDgeD in Gegen- 
den. wart von EDC und Abwesenheit von HOBt konnten dage- 
[0046] In einem besonders bevorziigten Herstellungsvei- 15 gen weitgehend unabhangig vom Molekulaigewicht der 
fahreo wird diese Aldebydgruppe mil einem molaien tJber- HES hohe Ausbeuten azidt weiden (siehe Bdspiele). 
scfauB an lod, voczugswdse in einem Molveifa91tms von lod [0049] Statt der Reakticxi der Carboxylgruppe oder akti- 
zu HAS von 2 ; 1 bis 20 : 1, besonders bevorzugt etwa 5 : 1 vierten Carboxylgru{^ mit dner freien priin^ien AmiiKv 
bis 6:1, in wa£riger basischer L5sung selektiv oxidiert. gruppe des Proteins (z.B.einesLysin- oder Argininiests) ist 
Nach dem in Beispiel 1 bescbrieb^en opdmieiten Verfab- 20 grundsatzlich auch dne analoge Reaktion mit eioer Thiol- 
ren wird zunachst doe Menge an Hydroxyalkylstarke in gruppe (dnes Cystdns) des Proteins mSglich, Dabei ist je^ 
warmem destHliertem Wasser gel&st und etwas weniger als doch zu b^dcsichtigen, dass Cysteine in der Regel in S-S- 
1 Mol^uivalent waBriger lodlosungp vorzugswdse in dner BrOcken involviert sind und daher Hir eine Kopplungsreak- 
Konzentration von etwa 0,05-0^ N, besonders bevorzugt tion nicht zur Verftlgung stehen. Sind dagegen freie Cy- 
etwa 0,1 N, zugegeben. Danach wild eine wafiiige NaOH- 25 stdne vorfaandea, so spielen diese baufig eine wichtige 
L5sung in einer molaren Konzentration, die etwa das RoUe bd der Xatalyse oder sind in der Kontaktstelle von 
5~15fache, vorzugsweise etwa das lOfacbe, der lodlosung Untereinheitcn involviert. Eine Modifizierung dieser Cy- 
betragt, langsam tropfenwcise in A]>standen von mehrcrcn stdne wird dann in einem teilwdsen oder vollstandigen Ver- 
NCnuten der Reaktionslosung zugegeben, bis die Losung lust der biologiscl^n Aklivitat resultieren. Zur Behebung 
nach der Zugabe begiimt, wieder klar zu werden. Es wird er- 30 dieses Problems konnten freie Cystdne durch gangige gen- 
neut etwas weniger als 1 Moiaquivaleot der obigen ^ri- technologiscbe Veifahreo wie z. B. gerichtete Mutagencse 
gen lodlosung der Rcakdonslosung zugegeben, das Zutrop- oder chemiscbe Pfcpddsynthese an solchen SteUen im Pro- 
fen der NaOH'Ldsung wieder aufgenommen und die Zug- tdn eingefiihrt werden, von denen bekannt ist, dass sie keine 
abe von lod und NaOH werden solange wiederbolt, bis etwa RoHe fiir die Akdvitat spielen. Auf diese Weise 1st eine op- 
5,5-6 MolSquivalente lodlOsung und 11-12 MoBquivaiente 3S tunale Steuerung des Kopplungs<»tes m5glicb. Auf dieselbe 
NaOH-Losung, bezogen auf die Hydroxyalkylstarke, zuge- Wdse konnten auch andere reaktionsfahige AminosSuren» 
geben worden sirxi Dann wird die Reaktion abgebrocheo, z. B. I^s, His, Arg, Asp, Glu, geziell in das Pn>tein einge- 
die Reaktionslosung entsalzt, z. B. durch Bialyse oder Ul- fiihrt warden. 

trafiltrati<»], dner Kationenaustauschchromatographie un- [0050] Die reakdve Gruppe des Hydroxyalkylst^emole- 

teiwQifen und das Reaktionsprodukt durch Ly<^)bilisierung 40 kuls kann auch dne durch chemiscbe Umsetzung der end- 

gewonnen. Bei diesem Verfahren werden unabhSngig vom stSndigen Aldehydgru{^ entstandene Amino- od^ ThioU 

Molekulaigewidit der HAS fast quantitative Ausbeuten er- gruppe sein. Beispidsweise kann eine reduktive Aminie^ 

zielt rung der Aldehydgnippe dutch Reakdon mit Aimnoniak in 

[0047] In dner weiteien besonders bevorzugten AusfUh- Gegenwart voo Wasserstoff und dnem Katalysator oder in 

rungsform erfolgt die selektive Oxidation mit alkalischen AS Gegenwart von Natiiumcyaixsborhydrid durchgefOhrt wer- 

stabilisierten L6sungen voo MetaDioncm. z. B. Cu^ oder den. entstandene Andno- oder Thiolgruppe karm dann 

Ag\ ebenfiaUs in etwa quantitativer Ausbeute (Beispiel 2). mit eioer fiden Carboxylgruppe des Ftotdns (z. B. einer ge- 

Vcrzugsweise witd dabd ein etwa 3-lOfacher molarer gebenenfalls akdvicrten Glutamin- oder Asparaginsaure) 

OberscbuB des Oxidationstrnttels eingesetzt miter Ausbildung dner Amid- oder lliioestezbizidung rea- 

[004ff| AnschtieBend wird ^e gebildete sdektiv oxidieite SO ^eren. 

HydiQxyall^lstaiike (ox-HAS) in G^enwart eines Aktivie- [0051] Femer kann die endstSndige Aldehydgnippe des 

ruogsteagenzes mit einer frdeo Aminogruppe des ge- Hydroxyalkylst&kemolekCOs oder eine daraus durch chemi- 

wiinsditen I^oteins unter Ausbildung einer Amidbindung scbe Umsetzung hervorgegangene&nktioneUe Gruppe auch 

umges^zt. Gedgnete Aktivia[ung&rBagenzien sind z, B. N- mit einm geeigneten physiologisch vertrdglichen, biftmk- 

Hydroxysuccinimid, N-Hydroxypbthalimid, Thiophenol, p- SS tioneUoi Link^inolekiil umgesetzt werden. In diesem Falle 

Nltrophenol, o,p-Dimax^i^nol, IVichloiphenol, IHfluorp- ist fUr die Kopplungsreakdon die "aus der eodstandigen Al- 

hcnol, PcolachlOTphenol, Pentafluorphoaol, I-Hydroxy-IH- dehydgruppe des HydroxyalkylstSricemolekOls durch cbe- 

benzotiiazol (HOBt), HOOBt, HNSA, 2-Hydroxypyridin, mische Umsetzung hervorgegangene funkticffielle Gruppe" 

3-Hydroxypyri^n, 3,4-Dihydro-4-oxobenzotriazin-3-ol, 4- die verbleibende reaktionsfHhige funktioneUe Gruppe des 

Hydroxy-23-dipbenyl-3(2H)-thi<^henon-l,l-dioxid, 3- «> bifunktionellen Linkermolekuls, mit dem die endstandige 

Phenyl- l-(p-nitrophenyl)-2-pyra2olin-5-on), [l-Benzottia- Aldehydgnippe oder die daraus hervoigegangene funktio- 

zolyl-N-oxy-tris(dimethylamino)pbosphoniumhexafluorp- nelle Gruppe umgesetzt wurde. Auf diese Wdse kann die 

bos[^at] (BOP), [1-Benzotriazolyloxytripyirolidinophos- endstandige Aldebydgruppe ebeofaUs in eine gewQnsdiie 

phOTiumhcxafluorphosphat (PyBOP), [0-(Benzotriazol-l- funktionclle Gruppe Qberfiihrt weiden. 

yl)-NJ»JJ^,N'-tetranwthyluroniumhexafluorphosphat 65 [0052] Geeignete LinkennolekOle enthalten an einem 

(HBTU), [0-(BenzotriazDl-l-yl)-N,N,N',N'-tetramethyluro- Ende eine Gruppierung, die mit der endstandigen Aldehyd- 

niumtetrailuotborat (TBTU), [0-(Benzotriazol-l-yl)- gruppe oder einer daraus durch chemische Utnsetzung her- 

N»N,N*,N'-bis(pentamethylen)uromumhexaftuorpbosphat, voigegangenen funktionellen Gruppe, z. B. einer Carboxyl- 
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gnippe, akhviertM CaAojcylgruppe, Amino- oder Thiol- diandantol diuch due Glykan-speziflsche Fdibung der mit- 

yupp^ eine kovalcnte Bindung eingefaen kami, und am an- tds SDS-PAGE geiiennteD Banden nacb Blotting auf eine 

dMOTEofcemcOnippierang^enmeiwre^ Membnm CsststeUbar Ut. Auch eine quanUtative Glykanbe- 

r f®- ^ i« DWglich. Eine genaue IdentiCderung dcr 

mol-oderCaib^lguHpjeine^^^ S KopplungssteUe auf dem ftotein ist dmch Peptid-Mapping 

to kaim. Zwischm den baden fiinfctiDndlai Giuppen des und/oder MALDl-TOF-Massenspektroskopie bzw. Elektrt> 

hIST"''^^!?,, ? veitragllches sprayionisatioo-Massenspeklroskopie mSglich. Auf diese 

BiOcteunotekfU geogneier Dtogc z. B. eme Gnippierung, Wcise kann die Kopplung optimicrt und ^e Molekulaige- 

diB nch yon erneni ABcan abtetet. eine (OUgo)alkylengly. wichtsverteilung sowie ra6glicherweise (2. B. bei unL 

colgrap|«Mng Oder erne audere geeignete Oligomeigrup- 10 schiedUcher Reaktivitat der reakdonsfahigen Gnippen auf 

pMfu^frBeTO^ demProtein) sogardieKopplungssteUederProdutevorbe- 

reagieten kOnnen, smd 2.B. N-Hydroxysucciniimdester. stimmtwciden 

SS''^^?T^'^^' ^'^.'^ .'^ [0057] DieKonjugatedervodiegeDdenErfindungkSnnen 

atoviMte Carboxylgruppen: bevoizugte Giuppieiungeo. die gegebenenfalls als solche oder in Form einer dbannazeuti- 

imt molgnippen reagieren kfinnen, and z.B. Malamid- 15 schen Zusammensetzung zur prorfjylaktischen Oder Iheta- 

uod C^boxylgruppM; bevoizugte Gruppiemngcn, die mit peutischen Behandlung des meoBchUcben oder Uerisctaen 

AWehyd- Oder Carboxylgruppen reagieren k8nnen, sind KOtpeis rangesetzt werdsa 

i^ Anuno-oderThiolgruppm [0058] Deiaitige Zusanunensetzungen umfassen dne 

1 ^- beschrSnkenden pharmazeutisch wirksame Menge eincs erfinduDgsgemSBes 

Beispielen fur geeignetc lankermolekOle wuiden bereits » Koqugats als aktiven Bestandtea sowie dnen Awmazeu- . 

obenunterBezugauf dieKonjugahon von linkennotekulen tisch gedgneten -Mger und gegebenenfaDs anLe thera- 

■ ^ P^^'^'^he bzw. galenische Bestandteile oder Hilfcstoffe. 

[«054] Bei einera altaiiaUvcn erfindungsgcmaBen Kopp- Hilfsstoffc keoncn z. B. VerdOnnungsinittcL Puffer. Ge- 

lun^yetfahren der vorliegenden Erfindung wird die end- schmacksmitiel, Bindemittel, oberilSctenaktiw MitteL Vfer- 

standigeAMehydgruppedinto mitdnerpriinJiienAniino- 25 dicfcungsmittel, Gleitniittel, Konservieningsstafib (dn- 

gnippe (2. B^mes Lysin- oder Aiguiinrests oder des N-Tfei- schBeBUch Antiaxidantien) wwie Substai^ einschUeSen 

Zl^lf S?T H'il^'^"*,f ^'^ <««zu dienen, die Rxmnlieiung niit dem Blut des vorge- 

Z?^^ r« dazu wi«l die gebil- sehenen EmpHngers isotonigch ^ machen. Eine phaiSa- 
h^lC w^^!*?*^ ■ autischwiiksaniB Menge istdiejenige Menge. wdSeaus- 
ten Reduktonamtel reduaert. wodnrch eine im wSerigen 30 reicht. nm bei einmafig^ oder li^Lliger \ferabi«cbui^ 

Miheu stobde Bindung zwischen ftotem und HAS entsteht. im Kahmen einer Behandlung zur Shteruog. Hcaunf 

BevorzugteRed|toonsnu«elsmdNairiumborhydrid.Nari^ ^VcAm^ng does Krankhlitezurtands dne^n3 

umcyanoboifaydnd. orgamsche BoAon^lexe, z. B. «n 4- poritive Wlkuflg zu entfalten. En phaflnazeutiJh anS 

(Dunett>ykmino)pyr,dii>.Borkotnplex, N-E&yldiisqpropy- bawTVageristdnTVageiidersowShlinitdBm ArSttd^ 
torm-Borto^lex N-Ethylmoipholin-Borkomplex. N- 35 ^t^OsmibudtlmKB^d^^^^^SL 

Methybnoii*obn-Boikomplex, N-Phcnyhnoiphcdin-Bor- ist «u»a souipauBui 

H^w'^'t^"?^^ TKethylanrii>Boricon.ptex, [0059] Die R«n derZusanmmnsetzung wirdje nach dem 

TiUMlby]annn-B(ri™n^ geeignete stenosdeklive Re- gewiinsditenbzw. geeigneten Veiabreichungsweg variieren 

*S ^^"^ S^?"^* « Nairiumtriacetatborhy- Ein bcvoizugter Wfcg ist die parentendTver^reichung 
dnd. NatoummethylboAyted. Nalnim^inethoxyborhy- *) z. B. dne subkutane, intramuskulS;, int«ven5se. intraartf: 

hI.^ T?';^!^"^^^^^ ^-Sefediide). Na- rieUe. intraaitikulare, intiatbekale. extraduxale Injeklion 

W'^i^"*''^'^^ LitUmn-tri-sec- bzw. gegebenenfalls Infusion. Ebenfalls meglieh i^rtdne in- 

re^^SSK. ^"S^niimylbochydrid tranasale, intratracheale oder topische Appllatioa. Hne to- 

C^Sdcclnde) und Lithuimtiianiylborhydlid CLS-Sdec- pische Applikation von erfindungsg^iSB konjugieiten 

ntftcei T^™-i. ^. J . Wacbstumfaktoren ktinnte beispielswdse die Wundheilune 

|«a^ DurchpeigneteVSinabondiTReaktionsbedingun- beschleunigen. Die phaimazeutischen Zusammensetzung^ 

^J^J!i:^^^''*^'i«*>^ tonnen gOnstigerweise in Form dner Dosierungseinheit 

^f^^^^"^- «??<terpH-Wert desReakti- dargd)oten werden und nach iigendeinem der auf *m 

ons^it^ (mflgbd^rPrctonabbai. dnidi alkalischesBor- biet der Phannazie wohlbdainlen Vbrfahren hagestem 

hydnd). Tfanperatnr und Daner des SifcubaticHi sowie Art 50 werdra «8>=«ei" 

SSl^^lf^ M^f o'*"-,^" ^"'"'^ ^"j"8ate der vorliegenden Erfindung konnen 

S^^^ 1^ *e M<Jghchk«at dar. die Reakuon m zwd auch auf alien andeien Gebieten dngesetzt werden, bei dB- 

5>chnttBn dmAzufabren, w^^^ fiir den RcdukticHisschiitl nen andete Protein-Polymer-Koniugate, z. B PEG-Rotdn- 

on immobiluiertes RednkUonsimUel dngesetzt weiden Konjugate. zur Anwendung kamen. Knige spezielle. nicht 

rm»ei ™ tj„i,^ ^ , ^ , ^ beschiankeDde Beispiele sind die Vbiwendung dnes HAS- 

. J^!3^ '^^ Kopplung kSnnen mit Ploidn-Konjugats als inunobilisicrter Xatalysator oder Re- 

Wranmra Aferf^ untersucht und die KoR)lungseffiaenz akti<mspartner fllr dne Reakdon in heterogcner Phase oder 

fctgesteUt werden^ kilnnen z. B. die fiden primSien als Saulenmateiial fllr die amniun)afflniBtschioinatoitra. 

T^^^? \p Ptoteui vor und nach der Kopplung mit phie. Weitere Anwendungsm6gUchkeiten weiden fifrden 

S^S^^fS^T^^'^'^^^^'^'^-^'^'^- *° F'«hD,«»'»K««'tn3s<toUe;offenbartenEigensd«tfteS 

14 328-336 (1966)) bestimmt weiden. Die Xopplungsaus- der erfindungsgemUBen HAS-Ph)tdii-Konju«al imschw^ 

beute yoa Reakhonen unter BetdHgung primSrer Amine ersichtUch sdn unssnwer 

b&intB auch duich Doivatisiaiing der nicht umgeselzten [0061] DiefrfgendenBdqMelesoUeotfeErfindunenaher 

Amine nut Fluorescannn und Bestinunung der FUwreszenz erttutem, ohne diese jedoch darauf zu beschianken Insbe- 

durchSDS-PAGB und GdpemMhon fetgestellt weidea diylstiirke und HydraxyptopybtiiikB durchgeftShrt und Sihn- 

DerProteinanteilmiKoDjugatistdurchSDS-mGBundan- licheBigebmsseerzidtweidten. S""'""™^™*- 
schlieSende Silber&bung nachzuweisen, wahtend der Sac- 
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BMSPIELl 

Selektive Oxidati<» von Hydioxy^ylstMe (HES) mit lod 

[0062] lDeiiieiaRundkolbeDwurdeniOgHBS-130kDin 5 
12 ml entianisieztein "^^sser unterEiw&nnen gd5st Zu die- 
scr LGsung wurden 2 ml eiiier 12-Ldsimg (0.1 N) gegebeo. 
Eine Pipette mit 2 ml 1.0 N NaOH wurde mit dem Xolben 
fiber ein 2-Wege-Vsd>indung8StCk:k veibunden und die 
NaOH-L5sung tmt ca. 1 lYopsfen pro 4 Nfinuten zugetropft 10 
Nach Zugabe von ungef^ 0.2 ml der NaOH-L5fiung war 
die LSsung oitf9rbt, zu diescm Zeitpunkt wurde eine zwdte 
Portion von 2 oil 0.1 N Iodl5sung zugegeben, Bie Realction 
war nach Zugabe yon insgesamt 14 ml lodldsung und 2.8 tnl 
NaOH-Losung beendet Die Reakdonsmischung wurde an- i^ 
schUeSend gegen endonisieites Wasser dialysiert. 

Lactooisiemng 

[0063] Die tdlwelse ratsalzte Losung wurde doer Chro- 20 
matographie an einer Kationenaustauscheisaule (Amberlite 
IR-120, H*-R>rm) unteizogen, um die Aidonatgnippen in 
Aldonsauregruppen umzuwandeln. AnschlieficDd wurde das 
Wasser durch Lyc^bilisadon eotfemt und so die Lactoafbrm 
erfaalten. Bestimmung des Oxidationsgrades: 25 
[0064] Zu jeweils 1 ml Probenldsung werdrai unter Nz- At- 
mospharc 1 ml alkalisches Kupfeneagenz (3^ g Na2P04, 
4.0 g K-Na-'fttrat in 50 ml HjO, dazu 10 mil N NaOH, 
8.0 ml 10%iger (GewTVoL) CuSOrLSsung und 0.089 g K- 
Icdat in 10 ml H2O, nach Zugabe von 18 g Na-Sulfat auf 30 
100 ml aufflillen) pipetdert Es wird 45 Minuten bd lOO^C 
crhitzt. Nach AbkOhlen wcrden 0.2 ml 2.5%iger Kl-L6sung 
und 0.15 ml 1 M H2SO4 addieit Nach 5 Min. wird mit 1 
IVopfeDl%enobnot-Indikatorl5sung (1% GewTVol.) versetzt 
und mit 5 mM Na2S203-L6sung bis zum Verschwinden der 35 
Farbe titrierL Aus dem Verbrauch an Utradonsmittel ISBt 
sich die KonzeDtration nicbtumgesetzter Aldehydgmppen 
berechnen. 

[0065] £s wuide eine amiShond quantitative Ausbeute er- 
zielt (> 98%). Hydroxyethylstarken mit b&berer molarer 40 
Masse (z.B. 130kD, 250 kD, 400 kD) konnten, genauso 
wie Hydroxyethylstirken mit niedrigerer molarer Masse 
(Z.B. 10kD,25kDp40kD), nach dieser Atoiscbriit in Shn- 
lich bdbcn Ausbeutoi oxidiert wesden. 

4S 

BEISPIEL2 

Selekdve Ouddadon von HES mit Of*-loaen 

[0066] Unter ErwSrmen wurde eine lisupg von SO 
0.24 mMol HES-130kD in 10 ml endonisiertem Wasser 
beigesteUt. Diese L&sm^ wuide in einem 100-ml-Rundkol- 
ben auf eine Ibmperatur von 70-80°C edntzt und mit 
1,17 mMol stabilisertem Cc?* (z. B. RocheUe-Salz als Sta- 
bilisator oder andere Stabilisatozen) und wissriger veid. SS 
NaOH-L&sung versetzt (Endkonzentradon 0.1 N NaOH). 
Danach wurde die Ibmperamr auf 100^ erhdht und die Re- 
akdcxi solange laufen lass^ bis eine rdtlicbe Faibe entstan- 
den war. Die Reaktion wurde gestoppt und die Reaktionsmi- 
schung auf 4°C abgekQhlt. Der lotliche ^^ederschlag wurde fo 
durch Hln:adon entfemt. Das HItrat wurde gegen endoni- 
siertes Wasser dialysiert und anschlieBeDd wie in Beispiel 1 
in das Lacton umgewandelt und lyophUiaeit. Die Oxidadcxi 
veriief quandtadv (Ausbeute > 99%). Nach dieser Methode 
liessen sich auch niedermolekulare HES (z. B. HES-10 kD, 6S 
HES-25 kD, HES^ kD) und bdbertnokkulare HES-Spe- 
ziesaxi<£Biea 



BEISPIEL3 

Kopplung von selektiv oxidierter hocbmolekulaier HES 
(ox-HES-130 kD) an Humanserumalbumin (HSA) 

[0067] in dnem Rundkolbeo mit Magnetitihrer wurden 

4.3 g ox-HES.130]d> und 200 mg HSA (Sigma, Tkufkir- 
Chen) unter Idchtem ErwMmien voUstSndig in Wasser ge* 
Ifist Zu cfieser LOsung wurden 30 mg Etbyklimethylamino- 
pcopylcaibodiimid (HDQ, geidst in Wasser, zugegeben. 
Nach 2 h unter sehr mSBigem RCIhren wuide eine zweite 
Pordon von 30 mg EDC zugegeben. Nach weiteren zwei 
Stunden unter sehr mMfiigem Rfihren wurde doe dritte Por- 
don von 40 mg des Carbodiimids zugegeben. Die Reakti- 
onsmischung wurde unter diesen Bedingungen fiber Nacht 
belassen, 15 h lang gegen destiUiertes Wasser dialysiert und 
lyophilisiert Der Erfolg der Kopplung wurde mittels Gel- 
permeationschromatographie, SDS-I^GB und kc^ilenhy- 
dratspezifischer FSrbung (Glyco-Dig-Kit von Rodie-Bocb- 
ringer, Basel) nach Blotdng mif eine FVDF-Membran nacb- 
gewiesen. Die Ausbeute an Kopplungsprodukt betiug ca. 
90%. 

BEISFIEL4 

Kopplung von selektiv oxidierter nied^molekularer HES 
(ox-HES-10 kD) an Humanserumalbumin (HSA) 

[0068] In dnem Rundkolben mil Magnetriihier wurden 

7.4 g ox-HES-10 kD und 50 mg HSA vollstandig in Wasser 
gelOst. Die Reaktion wuide nach dem oheo bcschricbcnen 
VK^ahren fiir hochmolekulaie HES durchgefuhrt, wobei 
insgesamt 282 mg EDC in drd Aliquots zugegeben wurden. 
Die Reakdonsmischung wurde eb^ifalls dialysiert und ly> 
o(^lisiert wie obcn bcschrieben. Die Analyse (wie oben) 
zeigte, dass Kopplungsprodukt erhalten wurde, jedoch wa- 
len die Ausbeuten etwas niedrigH- als bei der Kt^lung mit 
hochmolekularBr ox-HES. 

BEISFIEL5 

Kbpplupg von ax-HES-130 kD an Myoglobin (Mb) 

[0069] 4.3 g OX'-HES-130 kD wurden voUstSndig in Was- 
ser (6-7 ml) gelfist und anschlieSoxl lOOmg Mb (Sigma, 
Ikufkirchen), gd5st in 10 ml 0.1 M FbosphatpufTer (pH 
7.0), zugegebea Die Kqpplungsreaktion wurde dutch Zug- 
abe voo 30 mg EDC gestartet Die Zugabe von EDC wurde 
alle 2 Stunden wiederfaolt, bis insgesamt 90 mg des Carbo- 
^imids verbraucht waren. Die Reaktionsmisdiung wurde 
anschlieBend gegen SO mM PbosphatpufTer, pH 7.0, dialy- 
sieart und lyopbilisiett. Die GPC zeigte dnen eindeutigen 
lYoduktpeak, der im AusschliissvohmieD bd 450 nm detek- 
dert wmde. Aus diesem konnte dne Kopplungsausbeute 
von 88% beiechnet werden. Die SauerstofR^indungskapaza- 
tat des hesylierten Myoglobins betrug ca. 76% der Bin- 
dun g skapazitat des unmodilizierten Mb. 

BEISFIEL6 

Kopplung von ox-HES-10 kD an Superoxiddismutase 
(SOD) 

[0070] Ein Volumenteil einer wSfirigen L6sung von ox- 
HES-10 kD (1.05 g/ml) wurde mit einem Volumenteil dner 
7mgAml SOD-LSsung (Sigma, T^ufkiichen) in 50 mM 
Phosphalpuffer, pH 7.6, bd Raumlemperatur inkubiert Die 
Kopplungsreakdon wurde duich Zugabe von 280 mg EDC 
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in 5 PoctiooeD iiber eineo Zdtraum von 24 h iiutiiKt Der 
Reaktionsveriauf wiude durch GPC-Analytik in Fhosphat- 
pu£fer und Detektion bei 280 nm veifolgL Nacb 24 b wur- 
den 81% des Proteins im hodmiolekularen Bereich der 
IVconsaule gefunden und die Reaktion nach dies^ Zeit ab- 
gebrochen. Die Reaktionstnischung wuide einer Diafiltra- 
tioD mit einer 30-kD-Membran unterzogen und anschlie- 
fiend lyophilisieft. Massenspekiromeinscbe Analyse des 
Produktes zeigte im Mitld dn molares '^rhSltnis von HES 
zu IVoteio voD ca. 3 : 1. 

BEISHEL7 

Xopptung von ox-HES-130 kD an StieptokinasB (SK) 

[0071] 3.8 g ox-HES-130 kD wuidra zusammcn mit 
35 mg Streptokinase (Sigma, TUufkirdsen) in mdglichst we- 
mg SO mM Phosphatpuffer, pH 7.2, geiast Bei Samnten^ 
ratur wurden 46.5 mg EDO und 20 mg 1-Hydroxybenzotria- 
zol-Hydrat (HOBt) zugegeben und Reaktion fur insgesamt 
24 h unter leichtem Riibren gehalten. Nach Dialyse und Ge- 
fnCTtrocknung wurden nach GPC-Analyse ca, 78% des Pro- 
teins alB HES-Konjugat gefunden. In der SDS-PAGE war 
mit Silberfarbung eine deutliche £ib<^ung der molaien 
Masse der Streptokinase zu beobacbten. Parallel dazu konn- 
ten in d^ hochmolekularBn Bande Kohlenhydrat-Struktuien 
mit der DigOAigenin-Methode eindeutig nachgewiesen wer- 
den. 

BEISPIEL8 

Kc^lung von ox-HES-130 kD an humanes IhteileukiD-2 

(IL-2) 

[0072] 45 mg ox-HES-130 kD wurden in 0.5 ml 50 mM 
Na-Phosphat-Puffer, pH 6^, unter leichtem Erwgrmen voll- 
standig gel6st Nach Zugabe von 0,25 mg humanem (L-2 
(Sigma, Tkufkirchen), wodurch die Losung opak wuide, 
wuide bei Raumtemperatur 4-6b gerUhrt. AnschlieBend 
wuiden 5 mg EDC m 4 Pbrtioncn mit jeweils 2 h Zeitdific- 
renz zugegeben und Ober Nacbt weiteigeriihit, wobei eine 
klaie Ldsung entstand. Analyse mit GPC Kgab ca. 65% 
KpppluDgsBusbeute. 

BEISPIEL9 

Koppluog von ox-HES-25 kD an humanen 'HimOTiekiose- 
foktoraCINRx) 

[00751 Zu86mgax-HES-25kDinca.0.4ml0.1MPhos- 
pbatpu£Eer (pH 7.0) wurden 0.3 mg hlT^a (Sigma, Ikufkir- 
cben) gegeben. Die trQbe L&UQg wuide ftlr ca. 2h gerflhtt 
bevor 1 EDC und 0.5 mg HOBt zugegeben wurden. £s 
wuzde fOr ca. 6 h weateigertfrt, wobei die Ldsung im Laufe 
der Reakdonszeat klar wurde. Das Kq^lungqprodukt wuide 
durch Ultrafiltiadon und Gefinertioclaiung isoUcat uod mit- 
tels GPC und Detckti<xi bei 280 nm analysieit Dabei wurde 
dne Kt^lungsausbeute von annShemd 74% gefunden. 

BEISPIELIO 

Kopplung von ox-HES-130 kD an "Glucagon-Uke P^de" 
(GLP-1) 

[0074] In einem m5glichst goingen Wumen Wasser 
wuiden 7.4 g ox-HES-130 kD unter Eiwamien und leichtem 
RQhren geldst Dazu wurde eine Ldsung von 10 mg GLP-1 
in der Amid-Form (Bacfaem, Scbweiz) in 50 mM Phosphat- 



puffer, pH 7.4, pipettiert. 

[DD75] Die Reaktion wuide duich Zugabe von 35 mg 
EDC gestartet und fUr 2 h vorsichtig gerOhrt. Dies wurde 
noch 2 X wiedertiolt, da nach dieser Zdt in der GPC-Ana- 

5 lyse bei 280 nm kein Peptid-Peak mehr zu erkennen war; 
d. b., eine annahemd voUstandige Umsetzung zum Kc^^ 
lungspcodukt stattgeiiiiiden hatte. Dieses Kopplungsprockikt 
wurde mit einer 30 kD-Membran diafiUrieit und aus Pbos- 
pha^uffer-Lfisung lyophilisierL Aus den Eigebnissen einer 

10 MALDI-MassKispektroskopie konnte auf eine 1 : 1-St5- 
chiometne zwischen F^ptid und HES geschlossen werden. 

Beispiel 11 

15 Kopplung von hochmoldcularer HES (HES-130 kD) an Hu- 
mansenimalbumin (JRSA) 

[0076] 9.75 g HES-130 kD wurden voUstMndig in Wasser 
(6-7 ml) gclSst und anschlieBcnd 50 mg HSA, gelost in 

20 1 ml 0.1 MPhosphatpuffcr(pH 7.4), zugegeben. Die Rcak- 
donsmischung wurde mit einem Magnetriihrer geruhrt Die 
L5sung wurde dann mil NaBHsCN (50-70 mg) gemischt 
und dnige Minuten leicht gerOhrt Die Losung wurde wciter 
alle zwei Stunden fur 15 Minuten geruhrt. Danacb wurde ein 

25 weiteres Aliquot von NaBHsCN (etwa 50 mg) zugegeben. 
Am Ende (nach fast 36 h Reakdonszeit) war eine Gesaml- 
Tosagc von 285 mg NaBH3CN eingesetzt worden. Die Lo- 
sung wurde dann dialysiert und lyophilisiert Die Analyse 
erfolgte wie in Beispiel 4 beschriebra. Die Kopplungseffi- 

30 zienz betrug etwa 65%. 

Beispid 12 

Kopplung von niedermolekulaier HES (HES-10 kD) an Hu- 



35 



manserumalbumin (HSA) 



[0077] 4.5 g HES wurden voUstandig in Wasser (4-5 ml) 
gelost und dann 50 mg HSA, gel6st in 1 ml 0.1 M Phosj^at- 
puffer (pH 7.4), zugegeben. Als die L6sung klar war; eifor- 

40 dcrlichenfalls durch ROhren mit einem Magnedlihrex be- 
wirkt, wuide NaBH^ (50-70 mg) zugegeben und unter 
leichtem RUhien eingemiscbt Die Ldsung wurde ohne Riib- 
ren zwd Stunden lai^ stebengelassen und dann alle zwd 
Smnden fOr 15 Minuteo gerOhit, wie bd der Reakti(xi mit 

45 hocfamolekulaier HES. Als die Ldsung kdne Blasen (Hj- 
Entwicklung) mehr zdgte, wunb ein weateies Aliquot von 
NaBH4 (etwa SO zugegeben. Am Ende war eine Ge- 
samtmenge voo 180 mg NaBH4 dngeseczt w<xden. Die Ld- 
sung wuide dann dialysiert und lyophilisiert Die Analyse 

SO erfcdgte mittels GdpemiBationschnitTiatngraphie (GPC), die 
Ausbeute lag l>d ca. 15%. 



ss 



BEISPIEL 13 
Kof^upg vcn HES-40 kD an Asparaginase 



[0078] 3.0 g HES^kD wurdai voUstSndig in Wasser 
(ca. 4 ml) gddst Dazu wurde erne LBsung von 80 mg Aspa- 
raginase (Sigma, l^ufkirdien) in 6 ml 0.1 M Boiatpuffe^ 

fio pH 9.0, gegeben und solange genihrt bis die Reaktionsmi- 
schung klar waL AnschlicBerid wurde die Temperatur auf 
37'*C eriifiht und nach 2 h ca. 50 mg NaBHaCN zugegeben. 
IMeser Reaktionszyklus wuide noch 3 X wiedeifaolt. Zur 
Aufarbeimng des Produkts wurde die Reaktionsmischung 

65 gegen 0.1 M Phosphatpuffer, pH 7.4, dialysiert Die Aus- 
beute an Kc^)phing5piDdukt betrug ca. 61%, wobd ca. 73% 
der Asparaginaseaktivitat wied«:;gefimden weiden kcHinten. 
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BEISPIEL 14 

Kopplung voo HES-130 kD an humanes IiiterleukiD-2 QL- 
2) 

5 

IWI9\ 50 n« HES-130 kDwurdBnvoUst&idig in ^bsser 
(ca. 0.2 ml) gdiiM, Dazu wuide dne Suspendon yon 
025 mg humanes ILr2 (Sigma, lUufkirchen) in 0.2 ml 0.1 
M Boratpufifei; pH 9.0, gegeben und soiange gerUhit, bis die 
RBakdonsmischuDg klar war (4 h). Im Abstand von je 4 h 10 
wuiden jeweils 1 mg NaBHsCN aaigegcben UDd wdteigo- 
rtihrt. Nacb weiteien 24 h RealctioDSzdt wurde gegeo 0.1 M 
Phosf^atpufFei; pH 7.4, dialysieit und Lyophilisiert Die 
Ausbeute an Kopplungsprodukt betnig nacb Analyse duicb 
GPCca.42%. 15 

BEISPIEL 15 

Kopplung von HES-130 kD an Insulin 

20 

[OOSO] 4.0 g HES-iaO kD wuid^ voUstSndig in Wass^ 
(ca. 6 ml) gel5st Dazu wuidra 55 mg Insulin aus Rinder- 
pankrcas (Sigma, Tkufkirchen) in 7.5 ml 0.1 M Boratpuffer, 
pH 9.0, gegeben und fur ca 24 h bei 3TC geruhrt. Das Re- 
duktionsmitlelNaBH3CN(60mgin30ml)wurdBUberei- 25 
nen Zdtraum von 8 h langsam zugetiopft. AnschlieBend 
wuide fUr weitere 24 h gerQhit und die Reakdonsmiscbung 
durch Uliralil&ation (30 kD) von Saizen und nicht umge- 
setzten Reagentien befreit Duich Lyophllisalicm wurde ein 
stabiles Kopplungsprodukt eibalten, Ca, 55% des eingesetz- 30 
ten Insulins wuiden als HES-Konjugat wiedoigefunden. 

Patraitansprucbe 

1. Hydroxyalkylst^e-Protein-Konjugat, dadurch 3S 
gekennzeichnet, dass die bindende Wech^elwirkung 
zwischen dem Hydroxyalkylstarkemolekul und dem 
Protein auf eir^ kovalenten Bindung beruht, welcbe 
das Eigebnis einer Kopplungsieakdon zwischen (i) der 
«3dsUndigen Aldehydgruppe odo: einer aus dieser Al- 40 
dehydgruppe duich cbranische Umsetzung hervoige- 
gangenen funkdooellra Gruppe des HydioxyalkylstSr- 
kemolekiOs und (ii) einer mit dieser Aldehydgruppe 
Oder daraus hervoigegangenen funkdonellen Gnq)pe 
des HydiDixyalkylstSikemoleklils leakdonsiShigen 4S 
funktioDeU^iGiuppe des luteins ist, wobea diebd der 
Kopplungsreaktion unmittelbar lesuldereode Bindung 
gegebmratfaUs dutch eine weiteic Reaktion zur oben 
genannten kovalenten Bindung modifiziert sein kann. 

2. HydroxyalkylstMdce-Protran-Kcnjugat nach An- 50 
spruch 1, dadurch gckennzeichnct, dass die aus der 
endst^digen Aldehydgruppe des HydroxyalkylstSrke- 
moiekUls duich cbemische Umsetzung hervoigegazt- 
gene fiinktiooelle Giuppe eine der funkdcxiellen Grup- 
pen ^es biftuiktioDell^ linkermolekOls ist, mit dem SS 
die endstandige Ald^ydgruppe umgesetzt wuide. 

3. Hydroxya]ky]st^o-Protein-K<^ugat nach An- 
spruch 1 oder 2, dadurch gek^onzeichnet, dafi die reak- 
donsfahige funkdonelle Giuppe des IVoteins eine der 
funkdonellen Gruppen eines bifunkdonellen Linker- co 
molekUls ist, welches an das Protein gekoppelt wurde. 

4. HydroxyallEylstSrke-IVotein-Kcxijugat nach An- 
spruch 1 oder 2, dadurch gekeonzeichnet, dafi die reak- 
tionsf^ge funkdonelle Gruppe des Proteins durch re- 
kombinante Ver&nderung der ursprOnglichen Amino- 6S 
sauresequenz in das Protein eingenihrt wurde. 

5. HydroxyalkylstMike-Protein-Koi^ugat nach An- 
spruch 1, 3 Oder 4, dadurdi gekennzeichnet, dass die 



kovalente Bindung das Bigebnis einer Kopplungsreak- 
tioD zwischen einer durch selekdve Oudanon der end- 
sOtadigen Aldehydgnippe geblldeten Carboxylgnippe 
Oder akdvierten Carboxylgnippe des Hydroxyalkyl- 
stSrkemolekfils und einer primSren Aminogruppe oder 
Unolgruppe des ftoteans ist 

6. Konjugat nach Anspruch 5, dadurch gekennzeicb- 
net, dass die kovalente Bindung eine Amidbindung ist, 
welche das !&gebnis einer Kc^lungsreakdon zwi- 
schen einem durch selektive Qxidatioo der mdstMndi- 
gen Aldehydgruppe des HydroxyalkylstSrkemolekQis 
gebildeten akdvierten Carboxylgnippe und euser pri- 
m^ren Aminogiuppe des Proteins ist. 

7. Xonjugat nach Anspruch 1, 3 oder 4, dadurch go- 
kennzeichnet, dass die kovalente Bindung eine Amin- 
bindung ist, welche das Eigebnis einer Kopplungsreak- 
tion zwischen der endst^digen Aldehydgruf^ des 
Hydroxyalkylst^emolekills und einer primSira Ami- 
nogruppe des Proteins unter Bildung dner Schiff schen 
Base und der Redukdon der SchifiTschen Base zum 
Amin ist 

8. Konjugat nach einem der AnsjMiiche 1 bis 7, da- 
durch gekennzdchnet, dass das Hydioxyalkylst^e^ 
molekiil ein Molekulargewicht im Bereich voa etwa 4 
bis etwa 1000 kD aufweist 

9. Konjugat nach Anspruch 8, dadurch gekennzeich- 
nel, dass das Hydroxyalkylst5rkemolek01 ein Moleku- 
largewicht von etwa 4 bis etwa 50 kD aufweist. 

10. Konjugat nach Anspruch 8, dadurch gekennzeich- 
net dass das Hydroxyalkylstaricemolekul ein Moleku- 
largewicht \OQ etwa 70 bis etwa 1000 kD aufweist 

11. IConjugal nach Anspruch 10, dadurch gckenn- 
zeichnet dass das HydroxyalkylstSrkemolekul ein Mo- 
lekulargewicht von etwa 130 kD aufweist 

12. Konjugat nach einem der AnsprUcbe 1 bis 11, da- 
durch gekennzeichnet dass das Hydroxyalkylst^e- 
molekul einen Subsdtuticxisgrad von etwa 03 his etwa 
0,7 aufweist 

13. Konjugat nach einem der AnsprOche 1 bis 12, da- 
durch gekennzeichnet, dass das Hydi6xyalkylstSik&- 
molddU ein Aferiiflltnis der C2- zu Ce-Subsdtudon von 
8 bis 12 aufweist 

14. Konjugat nach einem der AnsprOche 1 bis 13, da- 
durch gekennzeichnet, dass das Hydxoxyalkylst^e- 
molekdl ein Hydmxy^ylstSikemolekQl ist 

15. Konjugat nach einem der AnsprQche 1 bis 14, da- 
durch gdcennzeichnet dass das Rrotein dne regulatori- 
sche Oder katalytische Funkdon, eine Signalvermitt- 
huigsr oder IVansportfunkdon oder eine Funkdon bei 
der Lnmunreaktion oder Ausl6sung dner Immuiueak- 
don besitzt 

16. Konjugat nach Anspruch 15, dadurch gekenn- 
zeichnet dass das Ptotein aus der Gru{^ aus Eozy- 
men, Antikdipem, Andgenen, Ttanspoitproteinen, 
BioadhSsioDsproteinen, Hormonen und Prohormonen, 
Wachstumsfaktoxen undWachstumsfaktor-Rezeptoren, 
Cytokinen, Rezeptoren, Suppiessoicn, Akdvatoicn, In- 
hibitoien oder dnem funkdonellen Derivat oder Frag- 
ment davon ausgewahlt ist 

17. Konjugat nach Ansprudi IS oder 16, dadurch ge- 
kennzeichnet dass das Protein Or, oder Y-Interferon, 
dn Interleukin, ein Serumprotein, z. B. Albumin oder 
dn Gennnungsfaktor, Erythropoietin, Myoglobin, Ha- 
mogl<^in, ein Plasminogenakdvator, BOGF, BDGF, 
EGF, FGF, NGF, PDGF, BDNF, CNTF, TGF-a, TGF- 

dn Kolonie-stimulierender Faktoi; ein BMP, Soma- 
tomedin, Somatotropin, Somatostatin, Insidin, (jona- 
dotiq^n, <i-MSH, Itiptoielin, Ptolacdn, Calcitonin, 
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Gluca^QQ, Bin GLucagon-^hnliches Peptid, z. B. GLP-1 
Oder GLP-2, Exendin, Leptin, Gastrin, Secretin, ein In- 
tegrin, ein HypothalamushOTnon, z. B. ein ADHp Oxy- 
tocin, ein liberin oder Statin, ein ScfailddiQsraihonnoa, 
z. B. Thyroxin, Thyrotropin, Hiyroliberin, ein Wachs- S 
tumsfaonnon, z.B. Huxnan-WadistuinshoniKxi, LH, 
FSH, ein Figmentbormon, TNF-a oda TNF-p, Hiru- 
cBn, ein Lipopiotein cdcs Apo-Iipopiotein, z. B. Apo- 
B, Apo-E, Apo-Lu, dn Oligolysin-Kotein, ein RGD- 
Protein, ein Lektin oder £cin, Bieoengift oder ein 10 
Scidangengift, ein lomuinotoxin, Ragweed-AUetgen, 
Antigen £, ein Inimunglobuliii, oder dn RezeptOT fOr 
does ^eser IVotdne oder ein funklionBlles Derivat 
oder Fragment dnes dieser Ptotdne odor Rezeptorrai 
ist IS 

18. Konjugat nach Anspruch 15 oder 16, dadurdi ge- 
keonzeichnet, dafi das Protdn dn Enzym ist, welches 
aus einer Asparaginase, Aiginase, Arginindeaminase, 
Adenosindeaminase, Glutaminase, Glutaminase-Aspa- 
roginase, Fbenylalaninammoniumlyase, Dyptopba- 20 
nase, lyosinase, Superoxiddismutase, Hndotoxinase, 
Catalase, Peroxidase, XaUikrein, TVypsin, Chymotryp- 
sin, Elastase, TTiennolyan, einer Lipase, Unease, Ade- 
nosindipbosphatase, Purinnukleosid{dios|d3oryLase, Bi- 
liiubinoxidasey Glucoseoxidase, Gbicodase, Glviconat- 25 
oxidase, Galaklosidase, GLucocerebiosidase, Glucuro- 
nidase, Hyaluronidase, Gewebefaktor, einem Gewebe- 
plasminogenaktivator, Streptddnase, Urokinase, einer 
MAP-Kinase, DNAse, RNAse, Lactofieirin, und funk- 
tioneUen Derivaten oder I^gmenten davon ausge- 30 
w^tist 

19. Pharmazeutiscbe Zusammensetzung, umfassend 
dne wirksame Menge eines Konjugats nach dneoi der 
Ansprikhe 1 bis 18 sowie dnen phannazeutiscb an- 
nebmbaien 'Mger und gegebenenfalls wdteie Hilfs- 3S 
und Wirkstoffe. 

20. Vbrwraidung dnes Konjugats nach einem der Ad- 
spruche 1 bis 18 oder einer Zusammensetzung nacb 
Anspruch 19 zur theiapeutischen oder prSventiven Be- 
handlung von Menscben oder Heren. 40 

21. Verfehicn zur Herstellung eines Hydioxyalkyi- 
st^&-Protdn-Konjugats nach ein^ der Ansprfiche 1 
bis 18, dadurcfa gdEennzeicbnet, dass in w&Briger Lo- 
sung dne Koppbingsteaktioo zwiscben der ends^di- 
gen Aldefaydgnippe cxler dner aus dieser Aldehyd- 45 
^pjpp& durch chennsche Umsetzung herv(]igegBng&- 
nea funkti<»ell«i Gnippe des Hydroxyalkylstaricemo- 
lekflls uod einer nut dieser Aldebydgruppe oder daraus 
bervozgegangenen funktionellen Gruppe des Hydioxy- 
alkylstSikemolekOls reaktionsf^gen funktkxiellen 50 
Gruppe des BK>tein8 durcbgcfUhit wird und die bei der 
Kopplungsreaklion unmittdbar resuUiereode Bindung 
gegebenenfalls duich dne wdterB Reakdon modifiziBrt 
wird. 

22. Verfahien nacb An^[MTK:h 21, dadurch gekenn- SS 
zeichnet, dass das Reaktionsmedium der Kopplungsre- 
dk\ioa Wasscx oder eine Mlschung aus Wasscr und ei- 
nem orgamsdsCT Ldsungsmittel ist, wobei der Wassei> 
anteil der Misdiung tnindestens 80% betr^gt 

23. Verfahrcn nach Anspruch 21 oder 22, dadurch ge- fio 
kennzeichnet, dass die endst^dige Alddiydgruppe des 
Hydroxyalkylstdikemolddlls durch selektive Oxida- 
tion in die entsprecbende Cazboxylfunktionalitat iiber- 
fHhrt und diese ansdilieBend unter Aktivierungsbedin- 
gungen in winger L5sung mit emer freien Amino- 65 
gnippo des Proteins umgesetzt wird, so dass das Hy- 
drQxyalkylstSrkemolektii duich eine Amidbindung an 
das Ptotdn gebunden wird. 
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24. Verfabren nach Anspmch 23, dadurch gekenn- 
zeichnet, da» die selektive Oxidation der Aklebyd-* 
gruppe mit lod oder Metalliooen in winger basiscber 
Ldsung durchgefubrt wird. 

25. ^^abren nacb Anspruch 23 oder 24, dadurch ge^ 
kennzdcbnet^ dass die Kopplungsreaklion in Gegen- 
wart eines Caibodiimids duicbgefShrt wird. 

26. VBrfohren nach Anspruch 25, dadupcb getem- 
zeichnet, dass das Carbodiimid l-(3-Diniethylamino- 
propyi}-3-ethy!caibodiimid (HDQ ist 

27. Verfabrai nacb Anspruch 21 oder 22, dadurch ge- 
krainzeicbnet, dass die mdstSncfige Aldebydgruppe des 
HydroxyalkylstSrkemoLekOls mit dner &den Amiix>- 
gruppB des Protdn s unter Bildung einer SchifiPscheD 
Base geko{^lt wird imd die gebildete Scbiffsche Base 
zum Amin rcduziert wird, so dass das Hydroxyalkyl- 
stMrkemolekiil durcb eine Aminbindung an das Protdn 
gebunden wird. 

28. Verfabren nach Anspruch 27, daduicb gekenn- 
zeichtset, dass sowohl Kopplupg als aucb Redukdoo in 
waBrigerLosung stattfinden. 

29. Verfabren nach An^ruche 27 oder 28, dadurch g&- 
kennzeichnet, dass das Redukdonsmittel Natriumbor- 
bydrid, Nairiumcyanoboifaydrid oder ein organischer 
Ekvkomplex ist 

30. Verfabren nach dnem der An^rUche 27 bis 29, 
dadurch gekennzeichnet, dass die Kopplungs- und Re- 
duktioDsreaktionen gleichzdtig durchgefuhit werdcn. 

3 1 . Verfabren zur H^tellung vcai selektiv an der end- 
stamfigen Aldebydgruppe oxidierter Hydroxyalkyl- 
stSrke, dadurch gekoinzdchnet, dass die Hydroxyal- 
kylstSrke in einem Molverbaltnis von lod zu HAS von 
2 : 1 bis 20 : 1 in wSBriger basiscber L5suDg umgesetzt 
wird. 

32. Verfabren nach Anspruch 31, dadurch gekerm- 
zeichnet, dass das Molverhfiitnis von lod zu HAS etwa 
5 : 1 bis 6 : 1 betr&gt 

33. Verfabren nach Anspruch 31, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass 

a) eine Menge von Hydroxyalkylstarke in war- 
mem destiUiertem Wasser gelfist wiid und etwas 
weniger als 1 MolaquivalKit waBriger Iodl6sung 
zugegeben wild, 

b) NaOH-L6sung in dner xnolaien Konzoitra- 
tion, die ^wa das 5~15facbe der lodldsung be- 
tragi, langsam tropfenwdse in AbstSnden von 
mehreren Minuten der Reakdonsldsung zugege- 
ben wird, bis die L5sung nach der Zugabe be- 
ginnt wieder klar zu weiden, 

c) emeut etwas weniger ais 1 Mblaquivalent waB- 
riger Iodl68ung der Reaktionsldsung zugegeben 
wird, 

d) das Zutropfen der NaOH-LOsupg wieder auf- 
genommen wird, 

e) die Schritte b) bis d) solange wiedeifaolt wer- 
den, bis etwa 5,5-6 MolSquivalente lodlosung 
und 11-12 MolSquivalente NaOH-L6sung, bczo- 
gen auf die HydroxyalkylstSrke, zugegeben wor- 
densind, 

f) die Reakdon dann abgebrocben und die Reak- 
ti<xisl6sung entsalzt und einex Kationenaustauscb- 
chromatograpbie unteiworfra und das Reaktions- 
produkt durch Lyophilisierung gewonnen wird. 

34. Verfahrcn nach Anspruch 33, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass es sicb bei der wSBrigen lodlOsung um 
dne etwa 0,05-0,5 N lodl&sung handelt 

35. Verfabren nach Anspruch 33 oder 34, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass die molaie Konzentration der 
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NaOH-Ldsung etwa das lOfacbe der lodlosung betrSgt 
36. Verfahren zur Herstellung von selekdv an der end- 
st^digen Aldehydgruppe oxidieiter Hydioxyalkyl- 
staike, dadurcb gekenDzeicfaoeU dass die HAS in wMfi- 
riger alkalischerLdsung mit dnetn tnokreq t^berschufi 
an stabilisierten MetaUionra, ajosgew^lt aus Cu^'^-Io- 
oea uod AgMooen, oxidiol wild. 
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